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RESUMEN 

El proposito de este trabajo es efectuar un estudio 
microanatomico de los ovarios de Probopyrus ringueleti 
Verdi y Schuldt durante el proceso de maduracion. Los 
ovarios poseen una zona gemiinativa laminar que se 
extiende dorsalmente segun un piano frontal, eviden- 
cidndose un gradiente dorso-ventral que conduce a la 
estratificacion de los elementos germinales, pudiendo 
distinguirse en un ovario maduro 4 regiones: a) un area 
con cdlulas goniales; b) una franja conteniendo gonias II 
y oocitos en proface temprana (“premeiotica”); c) otra 
con oocitos en previtelogenesis y vitelogenesis I; y, d) 
una region con oocitos en vitelogenesis II. Sobre la base 
de estas asociaciones celulares se propone una escala de 
maduracion sexual de 4 estadios. La poblacion de oocitos 
en vitelogenesis II es particularmente numerosa, inclu- 
yendo 7 u 8 hileras de ovas. Esta estructura plantea una 
interesante altemativa funcional: la posibilidad de que 
existan evacuaciones parciales. Posibilidad que se rela- 
ciona con la evidencia de que no necesariamente la 
liberacion folicular afecte a la totalidad de los oocitos en 
vitelogenesis II, como es usual en crustaceos superiores. 
Se estima que la recuperacion del tejido folicular liberado 
por la puesta precedente es solo parcial, considerandose 
la eventualidad de que persista el mecanismo primario de 
foliculogenesis (por divisidn de las celulas conjuntivas) 
durante la restauracion del ciclo ovarico. 
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ABSTRACT 

The main purpose of this paper is to perform a 
microanatomic study of the ovary cycle of Probopyrus 
ringueleti Verdi y Schuldt. The ovaries show a germinative 
areea with a dorsoventral maturative gradient that leads 
to germinal stratification. In a mature ovary there are 4 
distinctive areas: a) an area with gonia; b) one that 
harbours gonia II and oocytes in an early profase 
(“premeiotic”); c) one with oocytes in previtellogenesis 
and vitellogenesis I; and, d) one that includes the oocytes 
in vitellogenesis II. On the basis of these cellular 
associations, a 4 stage ovary development scale was 
proposed. The oocyte population in vitellogenesis II was 
particularly numerous, including up to 7 or 8 rows of 
oocytes. This structure offers an interesting functional 
alternative: the existence of partial discharges. This 
possibility is related with the evidence that the follicular 
liberation does not necessarily affect all of the oocytes in 
vitellogenesis II - as is usual in higher Crustacea. It is 
believed that recovery of the secondary follicular tis- 
sue is only partial and the possibility is being analysed 
that the primary mechanism of secondary folliculo- 
genesis by cleavage- persists to the extent of follicle II 
necessities during restoration of the ovary cycle. 

Keywords: Bopyridae, Microanatomy, Oogenesis; 
Folliculogenesis, Ovarian cycle. 


INTRODUCCION 


Los bopiridos establecen consorcios con crus- 
taceos decapodos [Markham, J.C. (1986)], confor- 
mando asociaciones parasitarias atipicas (hema- 
tofagos) catalogables como casos particulares de 
predacion [Kuris, A. ( 1 974, com. pcrs.)], Probopyrus 
ringueleti Verdi y Schuldt es un huesped frecuente 
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de las camaras branquiales de Palaemonetes 
argentinus Nobili (Caridea, Palaemonidae), infec- 
tando tambien ocasionalmente a Macrobrachium 
borellii (Nobili). La presencia del parasito incide 
negativamente en la funcion respiratoria de los 
camarones de ambos sexos y la funcion reproduc- 
tora de los hospedadores femeninos, en cuyos ova- 
rios se halla ausente la vitelogenesis configurando 
un caso de castracion [Schuldt, M. ( 1 883); Schuldt, 
M. y L. A. Rodrigues-Capitulo, ( 1 985, 1 987)] equi- 
parable a los ocasionados por otros representantes 
del genero Probopyrus Giard y Bonnier [Beck, J.T. 
(1980b); Abu-Hakima, R. (1984)]. 

La prevalencia de Palaemonetes argentinus 
con Probopyrus ringueleti (branquiales) en el area 
estudiada fluctua a lo largo del ano ( 1 - 70%). Esta 
variacion en la tasa de infeccion resulta de la 
interaccion de elementos dinamico-poblacionales 
tales como la mortalidad de los camarones (octubre 
a diciembre, y febrero), reclutamiento (enero, fe- 
brero) y migracion de los mismos (junio a agosto- 
septiembre) [Schuldt, M. y M.C. Damborenea 
( 1 989); Schuldt, M., L.R. Freyre y M.C. Damborenea 
(1988)]. La prevalencia se traduce en una disminu- 
cion del potencial reproductor de los camarones 
(13,7 a 15,2%) [Schuldt, M. y M.C. Damborenea 
(1987)], pudiendo la presencia del parasito limitar 
la expansion de los hospedadores en su habitat, 
como se constato efectivamente con Probopyrus 
floridensis Richardson [Beck, J.T. (1979); Dale, 
W.E. y G. Anderson (1982)]. P. argentinus cons- 
tituye el principal sustento de una variada ictio- 
fauna de interes comercial y deportivo [Schuldt, M. 
y M.C. Damborenea (1989)], lo cual por si solo 
explica el interes puesto en este consorcio, maxime 
teniendo en cuenta que los paleomonidos albergan 
a especies cultivadas con exito en casi todas las 
regiones tropicales y subtropicales del globo (v.g. 
Macrobrachium Bate ssp.) [Provenzano, A.J. 
( 1 985)] . No obstante, la biologia de los bopiridos en 
general, exceptuando a P. pandalicola y P. ringueleti 
es poco conocida [Beck, J.T. (1980abc); Verdi, 
A.C. y M. Schuldt (1988)], al punto que, salvo 
observaciones preliminares [Schuldt, M. (1983, 
1987)] aun falta una descripcion dinamica del ova- 
rio de Probopyrus. Cabe destacar que P. ringueleti 
es el primer isopodo donde se constata al menos una 
recuperacion parcial del tejido folicular liberado 
por la puesta precedente [Schuldt, M. (1983)]. Se- 
gun Chamiaux-Cotton, H. (1978) la recuperacion 
postpuberal del tejido folicular (secundario o pcr- 
manente) (II) es habitual en Malacostraca. Sin 


embargo, los trabajos de Besse, G. ( 1 976) evidencian 
que en los isopodos estudiados no existe una 
recuperacion de las celulas conjuntivas del foliculo 
II, involucionando estas despues de la ovulacion, lo 
cual implica, aparentemente, cuestionar la validez 
general del modelopropuesto por Chamiaux-Cotton, 
K.(1978). El papel transicional respecto de la 
recuperacion folicular que manifiesta el 
comportamiento ovarico de P. ringueleti posibilita 
prima facie relacionar la dinamica folicular de 
isopodos con el resto de los malacostracos, en un 
marco de referenda amplio tal como lo constituye 
el modelo propuesto por Schuldt, M. ( 1 987), el cual 
resulta derelacionarla recuperacion folicular con la 
mayor o menor extension que adquieren los proce- 
sos de reabsorcion oocitaria en cada ciclo ovarico. 

Otro aspecto que no puede soslayarse es la 
relacion que pudiera existir entre la vitelogenesis y 
la presencia o ausencia de machos, aun cuando en 
cmstaceos superiores, salvo algunos casos que re- 
visten el caracter de excepcionales, la presencia de 
machos carece de influencia decisiva sobre el desa- 
rrollo vitelogenetico [Chamiaux-Cotton, H. (1978); 
Krisnhakumar, R. y K.G. Adiyodi (1981)]. En el 
anfipodo Orchestia gammarellus (Pallas) se obser- 
va que las hembras en ausencia de machos no 
evacuan los oocitos maduros, los cuales involu- 
cionan [Chamiaux-Cotton, H. ( 1 974)]. En isopodos 
se ha podido constatar unicamente en dos especies 
una dependencia entre la vitelogenesis secundaria 
y el acoplamiento, se trata de Porcellio dilatatus 
Brandt y Armadillo officinalis Dumeril, donde la 
ausencia del macho impide el desarrollo de la 
vitelogenesis II [Legrand, J.J. (1958); Besse, G. 
(1976)]. 

Consecuentemente se hace imprescindible 
efectuar un analisis microanatomico pormenori- 
zado de las transformaciones que acontecen a lo 
largo del proceso de maduracion oocitaria de P. 
ringueleti, con el proposito de obtener por primera 
vez una descripcion dinamica del funcionamiento 
ovarico de un cmstaceo epicarido. Dicho proposito 
motiva la presente contribucion a la biologia 
reproductiva del taxon considerado, efectuada so- 
bre la base de una evaluacion de la histologia 
ovarica de P. ringueleti. Secundariamente, toda 
extension en el conocimiento de la biologia inhe- 
rente a Probopyrus resulta de interes tambien des- 
de el punto de vista taxonomico, ya que se trata de 
una entidad generica donde la acotacion especifica, 
partiendo de la morfologia externa, es particular- 
mente ardua [Markham, J.C. ( 1 985)], requiriendose 
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la concurrencia de elementos diagnosticos propor- 
cionados por la etologfa y biologia de las especies 
en cuestion [Schuldt, M. (1990)]. 


MATERIALES Y METODOS 


Los animales estudiados fueron capturados en 
el Canal Villa Elisa (colector de los arroyos Cama- 
val y Martin), aproximadamente a 300 m de su 
desembocadura en el Rio de la Plata (Boca Cerrada, 
Selva Marginal dePunta Lara, Pro v. Buenos Aires, 
Argentina). 

Para la evaluacion preliminar del desarrollo 
ovarico de P. ringueleti se conto con 5 muestreos 
realizados de agosto a diciembre de 1981 (11, 1 3 y 
28.08.8 1 ; 07.09.8 1 ; 14. 1 2.8 1 ; n= 1 1 3 parasitos). Se 
efectuaron 6 relevamientos para obtener infer- 
macion adicional sobre el periodo de puesta de 
septiembre de 1982 a enero de 1983 (09.09.82; 
07. 10.82; 1 1.10.82; 12.1 1 .82; 27.01.83; n=278 pa- 
rasites). Finalmente se dispuso un muestreo men- 
sual desde el 10.10.84 hasta el 18.02.86 (tamano 
mfnimo de cada muestra: 75-100 P. argentinus, 
capturandose mas de 200 P. ringueleti). 

Con los fijadores ensayados (Regaud, 
Maximow, Helly, Hollande, Bouin, Halmi y Car- 
ney) se obtuvieron buenos resultados solo con el 
Bouin y el Camoy (6:3:1). Se deshidrato y aclaro 
con N-Butanol, incluyendose las piezas con 
paraplast. Los cortes de 6 a 8 |im fueron coloreados 
con hematoxilina de Harris y eosina, tricromico de 
Gomori y PAS [Gabe, M. (1968)]. 

Un contingente de aproximadamente 90 P. 
argentinus con sus respectivos P. ringueleti fue 
mantenido en 1 acuario de 85 Its. desde el 01 .09.82 
hasta el 28. 1 2.82. De ellos pudieron ser individua- 
lizados 15 camarones gracias a la presencia en el 
cefalopereion de metacercarias de un problable 
Phyllodistomum Braun sp. Las encapsulaciones de 
este trematode se aprecian a simple vista, siendo 
utiles marcas naturales cuando por su numero y 
topografia proporcionan disehos definidos. Las 
observaciones de acuario se registraron diariamen- 
te(alas lO.OOy 1 8.00 horas). Los camarones fueron 
alimentados 2 veces por semana con came bovina 
picada. De esta manera se obtuvieron datos adicio- 
nales acerca del penodo de puesta asi como de la 
restauracion del ciclo ov^co del epicarido. 


RESULTADOS 


1. Zonaci6n intraovarica. Caracterizaci6n y 
evoluci6n de la progenie germinal 

Los ovarios, al igual que los testiculos, son 
pares. Estan situados en el pereion, dorsalmente 
respecto de los organos digest! vos. La ubicacion del 
parasito en la camara branquial del hospedador 
determina la asimetna del pereion, la cual se mani- 
fiesta tambien en el desarrollo de los ovarios, siendo 
de menor extension el ovario derecho de P. ringueleti 
cuando se aloja en la camara branquial derecha de 
P. argentinus, reduciendose el ovario izquierdo 
cuando parasita a la camara opuesta. 

Las gonadas de hembras juveniles de P. 
ringueleti de 1,5 mm (largo total o Lt) poseen 
todavia un aspecto tubular, compacto, que alberga 
a celulas conjuntivas, oogonias, y oocitos en pro- 
fase meiotica, predominando en estos ultimos 
imagenes zigo-paquitenicas (Fig. 1). Los ovarios 
presentan una delgada teca conjuntiva consistente 
en una membrana de tipo “basal” de 0,5 a 1 ,5 pm 
de espesor, sobre la que se observan celulas 
conjuntivas cuyos nucleos hacen hernia hacia el 
interior del ovario. Estas celulas son semejantes a 



Fig. 1. Seccion transversal del ovario de una hembra 
juvenil ( 1 ,5 mm Lt) con predominio de oocitos proflsicos 
(zigo-paquitenicos) (Flecha mayor: fibras musculares 
vinculadas a la teca periovdrica; FHecha menor: membra- 
na “basal”). 
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las celulas conjuntivas que posteriormente confor- 
maran al foliculo. A la teca periovarica suelen 
adosarse extemamente diversas celulas conectivas, 
desde elementos equiparables a los “foliculares” (y 
que aparentan ser de escasa motilidad), hasta gran- 
des celulas ameboides del tipo de los macrofagos 
(talla nuclear: 4-6pm; talla celular: 7-15|im), con 
granulaciones acidofilas en el citoplasma. En la 
teca tambien se detecta la presencia de fibras mus- 
culares, las cuales no son constantes y pueden 
observarse en la periferia dorsal de la teca, siendo su 
disposicion de tendencia circular (no alcanzan la 
faz ventral del ovario). Estas fibras se relacionan 
con haces musculares cuyas celulas confluyen 
dorsalmente (filamentos suspensores?) (Fig. 1). 

El aspecto tubular de las gonadas desaparece a 
medida que el ovario se extiende. Las secciones 
transversales del ovario de hembras adultas (mayo- 
res de 3 mm Lt) permiten observar la naturaleza 



Fig. 2. a) Estructura ovarica (semiesquematica) de una 
hembra adulta (seccidn frontal) (*: ovario derecho; 
grisado: region del ovario con vitelogenesis II; barra: area 
de seccidn transversal de una proyeccidn ovdrica - deta- 
llada en b), b) Estratificacion celular intraovdrica (sec- 
cion transversa; barra en Fig. 2a): gonias I (a), gonias II 
y oocitos “premeidticos” (b), oocitos en previtelogenesis 
y vitelogenesis I (c), y oocitos en vitelogenesis II (area 
punteada) (vease tambidn Fig. 5). 


anisotropa [Weibel, E.R.(1969)] del organo. El 
gradiente de maduracion de las celulas germinales 
es hacia el ventro. La secuencia madurativa se 
origina a partir de una entidad laminar dorsal que 
se extiende horizontalmente (Fig. 2a) y alberga a 
celulas goniales y conjuntivas. Esta lamina celular, 
que no siempre se presenta como una monocapa 
de gonocitos, posiblemente sea homologable a la 
zona germinativa de O. gammarellus [Charni- 
aux-Cotton, H. (1959, 1978)]. De esta manera 
resulta una estratificacion de las gonias y de los 
oocitos (Fig.2b), pudiendo distinguirse en un ova- 
rio en madurez avanzada a 4 regiones, cada una de 
las cuales alberga a una asociacion o poblacion 
celular definida: 

a) La formacion laminar dorsal alberga princi- 
palmente a gonias I y celulas conjuntivas (Figs. 2- 
5). Las gonias presentan un nucleo claro (de 6- 
9pm), redondo u ovoide, con cromatina granular. 
Los flocos cromaticos suelen ser perifericos y 
subcentrales; estos ultimos tienden a aproximarse 
al nucleolo (de l-2pm) (Fig. 5). Las celulas 
conjuntivas poseen un nucleo muy ovoide o 
subtriangular (de 3-6pm), con un granulo cromatico 
central (de aproximadamente 1pm). La carioteca y 
la cariolinfa de los elementos mesodermicos suele 
ser algo mas densa que la de las celulas goniales. 

b) Ventralmente se extiende una banda (Fig. 
2b) que alberga oogonias, generalmente las de 
mayor talla, consideradas gonias II dada la escasa o 
nula provision de celulas mesodermicas [Chamiaux- 
Cotton, H,(1976); Payen, G.G.(1977); Zerbib, C. 
(1980)]. Los gonocitos tienden a evolucionar hacia 
la profase meiotica, y aparentemente sin experi- 
mentar una mitosis previa. A continuacidn, aunque 
suele advertirse cierta mezcla entre tipos celulares, 
se situan los oocitos profasicos, siendo la figura 
nuclear mas frecuente el zigo o paquinema, muy 
denso y polarizado, observado tambien en otros 
crustaceos superiores [Rouquette, M. (1979); 
Laulier, M. (1974); Payen, G.G. (1974); Schuldt, 
M. (1980a)]. Los nucleos en diacinesis temprana 
(9- 1 0pm) [Laulier, M. ( 1 974); Payen, G.G. ( 1 974)] 
son menos frecuentes (Fig. 5). 

c) A continuacion, hacia el ventro (Fig. 2b), se 
hallan emplazados los oocitos en previtelogenesis 
y vitelogenesis primaria (I) con las correspondien- 
tes celulas de la trama mesodermica o foliculares 
(Figs. 5 y 1 1). Se trata de oocitos con una vesicula 
germinativa en crecimiento, con un nucleolo pro- 
minente. El citoplasma es basofilo y granuloso. En 
estas celulas no es posible discriminar la previ- 
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Fig. 3, Hembra virginal (transicidn subadulta-adulta): ovario en madurez incipiente (flechas). 

Fig. 4. Hembra adulta. Ovarios en madurez media (*: oocitos en vitelogenesis II). 

Fig. 5. Hembra adulta. Madurez Media. Detalle de las poblaciones celulares (vease Fig. 2b) (flecha menor: celulas 
conjuntivas o “foliculares”; flecha mediana: oogonias I; * menor: gonias II; flecha mayor: oocitos en Zigo-paquitene; 

* mediano: region de prcvitelogenesis y vitelogenesis I; estrella: zona con oocitos vitelogeneticos I en necrobiosis; y, 

* mayor: oocito en vitelogenesis II). 
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telogenesis de la vitelogenesis endogena o primaria 
[Chamiaux-Cotton, H. ( 1 978); Schuldt, M. ( 1 980a); 
Meusy, J. J. y H. Chamiaux-Cotton (1984)]. La 
foliculogenesis secundaria (II) [Chamiaux-Cotton, 
H. (1978)] se observa en oocitos cuyo nucleo posee 
un diametro que oscila entre 12 y 14 |im, siendo la 
talla celular respectivadeaproximadamente25 |im 
(Figs. 5 y 11). 

d) Finalmente, se situa el estrato ventral 
(Fig. 2b), el mas voluminoso en un ovario maduro, 
integrado por oocitos en vitelogenesis secundaria 
(II). La vitelogenesis II se observa en oocitos con un 
diametro nuclear de aproximadamente 14|im y una 
talla celular de 25-30 |im. Su citoplasma presenta 
vacuolizaciones y gotitas eosinofilas. Estas ultimas 
son de aproximadamente 1 |im (Figs. 6 y 11). 
Durante el comienzo de la vitelogenesis II persiste 
un incremento de la vesicula germinativa hasta 
alcanzar 20 |im, luego su talla se manteniene mas o 
menos estable. La heterogeneidad del nucleolo se 
acentua, siendo su talla de aproximadamente 8 |im. 
La estabilizacion del crecimiento nuclear corres- 
ponde a oocitos de 35 |im, con vacuolas de 10 |im 
y gotas vitelinas de 4 |im. Posteriormente el vitelo 
conforma grandes placas de 9-15 |im (eosinofilas, 
eritrofilas y PAS+), que ocupan practicamente la 
totalidad del ooplasma, que queda reducido a los 
finisimos puentes basofilos que delimitan las pla- 
cas de vitelo. El citoplasma alberga ademas a gran- 
des gotas que aparecen “vacias” despues de los 
pasajes por los solventes organicos. Su talla suele 
ser algo mayor que las placas proteicas (Figs. 7 y 9). 

Las ovas son expulsadas con una talla de 
aproximadamente 1 80 |jm. Su nucleo posee aspec- 
to estrellado. El nucleolo es heterogeneo, vacuo- 
lado, llegando a medir 12 |im (Figs. 6 y 10). El 
huevo de P. ringueleti es microlecftico, con un 
diametro proximo a los mayores consignados para 
Bopyridae [Stromberg, J. O. (1971)]. 

Se observan procesos de reabsorcion celular a 
lo largo de todo el ciclo oogenetico, afectando 
aisladamente a los distintos tipos oocitarios 
descriptos. Destacables por el numero de oocitos 
involucrados son los fenomenos de reabsorcion 
directa y reaccional que se aprecian durante la 
madurez media y avanzada, afectando a oocitos en 
vitelogenesis I y II, y especialmente a los que 
inician la vitelogenesis propiamente dicha (II). La 
presencia de figuras mielmicas en el ooplasma 
suele ser el smtoma precoz del inicio de la succsion 
muerte-necrosis [Bessis, M. (1970)] (Figs. 8 y 9); 
mientras que el tejido folicular de sustitucion 


[Rubiliani-Durozoi, M., C. Rubiliani y G.G Payen 
(1980)] constituye una entidad semipermanente, y 
climax de esta sucesion, que revela la existencia 
en el pasado gonadal de procesos de reabsorcion 
reaccional (Figs. 12-14). 

2. Escala de madurez sexual 

En el transcurso de las distintas etapas por las 
que atraviesan los contingentes gemiinal y acceso- 
rio del ovario en su progresion hacia la madurez, es 
conveniente distinguir la presencia de una fase 
unidireccional, no repetitiva, que es la que se cum- 
ple en los ovarios de los animales virginales cuando 
se inicia el ciclo ovarico (denominados, frecuente- 
mente, estadios de inmadurez y premadurez virgi- 
nal) [Christiansen, H.E. (1971)], y que se integra 
con el desarrollo de una fase ciclica del proceso 
reproductivo, comprendiendo esta ultima tanto a 
los estadios subsiguientes a la premadurez como a 
la recapitulacion de estos estadios entre puesta y 
puesta, tal como se observa en animales pertene- 
cientes al estrato reproductivo. Para la presente 
evaluacion se conto principalmente con ejemplares 
que proporcionaron informacion acerca de los 
etadios de madurez correspondientes a la segunda 
fase, por lo cual se caraclerizaran casi exclusiva- 
mente las transiciones gonadales observables a lo 
largo de una maduracion de puesta de un ovario del 
tipo adulto, comprendiendo dicho lapso: a) la orga- 
nizacion de los foliculos II, b) la vitelogenesis II, c) 
la emision de los oocitos, y d) la reconstitucion del 
foliculo II. Sobre la base de la presencia y/o exten- 
sion de las citadas entidades morfologicas y funcio- 
nales es posible distinguir a 4 estadios de 
maduracion: 

I. Madurez incipiente. Ovario de escaso de- 
sarrollo, ocupando el mismo en una seccion trans- 
versa menos del 30% del tejido conectivo laxo 
(lacunar) circundante. La progenie oocitaria arriba 
al termino de la vitelogenesis primaria. La 
foliculogenesis II es incipiente. Ausencia de oocitos 
con placas de vitelo eosinofilo (Fig.3). 

II. Madurez media. El ovario se extiende, 
ocupando el estrato oocitario en vitelogenesis II 
la mayor parte de la trama conjuntiva disponible 
(Figs. 4 y 5). 

III. Madurez avanzada. El estrato oocitario 
en vitelogenesis II se ha extendido ventrola- 
teralmente hasta las inmediaciones de la pared 
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Fig, 6. Hembra adulla. Madurez avanzada. Los oocitos en vitelogenesis II rodean al resto de las celulas genninales 
(flecha). 

Fig. 7. Detalle dc la figura anterior. 

Fig. 8, Hembra virginal. Reabsorcion oocitaria directa incipiente (* nienor) y reaccional (* mayor) en oocitos 
pcitenecientes a las primeras etapas de la vitelogenesis 11. 

Fig. 9. Hembra virginal. Oosorcion directa incipiente: figuras mielinicas (*) (oocitos en etapas iniciales de la 
vitelogenesis II, drea central de la figura). 
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corporal. Las tallas oocitarias del mismo pucdcn 
prcscntar variacioncs mds o mcnos acusadas dc uno 
a otro animal, dcsde 60 pm hasta 1 80 pm (talla dc 
ovulacion). La fluctuacion dc las tallas oocitarias 
posibilita, cn caso dc scr ncccsario, y atcndicndo a 
la auscncia o prcscncia dc ovas proximas a la 
ovulacion, procedcr a una subdivision del cstadio 
III en una madurez avanzada sensu stricto (IHa) y 
una madurez total (lllb) (Figs. 6 y 7). 

IV. Evacuacion (ovulacion) y postpucsta. 
La prcscncia dc la cavidad folicular o cisternae 
follicularis (CF) [Schuldt, M. (1981)], albergando 
algun oocito residual cn vitclogcncsis avanzada o 
total, caractcriza a la primera fasc dc este cstadio 
(Figs. 10 y 11). El tiempo transcurrido desdc la 
ovulacion sc aprecia en funcion del grado dc 
obliteracion dc la cavidad folicular. La rcduccion 
dc la CF sc debe al rcpiicguc del contingente dc 
cclulas foliculares hacia los oocitos que sc hallan al 
termino dc la vitclogcncsis I. Dc csta forma sc 
constituyc cl folfculo II [Charniaux-Cotton, H. 
(1978)]. Sc puede considcrar que la postpucsta da 
paso a la madurez incipientc cuando cl tejido foli- 
cular vaciado sc ha adosado totalmente a los ooci- 
tos cn vitclogcncsis I. La rcduccion dc la CF y cl 
cmplazamicnto del tejido folicular sccundario 
(TFS) coinciden con las primeras fases de la 
segmentacion dc los huevos, aprcciandosc por pia- 
no dc coitc cn cada embrion dc 2 a 4 nuclcos (Figs. 
10 - 12 ). 

3. Presencia de ooc.onias 

Las gonias sc dctcctan tempranamente cn las 
gonadas, habicndoselas observado ya en P. rin- 
Juveniles (dc aproximadamentc 1 mm Lt) y 
subadultos (tallas inferiorcs a 3 mm Lt). Las oogonias 
sc hallan presentes cn cada uno dc los 4 estadios dc 
madurez dcscritos para las hembras adultas (mayo- 
rcs dc 3 mm Lt; scccion 2). Esta pcrsistcncia del 
cpitelio germinal a lo largo de toda la cxistcncia dc 
los individuos cs habitual en crustaccos superiorcs 
[Charniaux-Cotton, H, (1978)] (Figs, 1, 5 y 11). 

4. RecuperaciOn de cclulas mesodermicas o 

FOLICULARES 

El adosamiento dc cclulas conjuntivas al 
folfculo primario [Charniaux-Cotton, H. (1978)], 
provenientes dc los folfculos sccundarios vaciados 


en la ovulacion prcccdcnte, y que ticne lugar duran- 
te la postpucsta, implica una recupcracion folicular 
(Figs. 1 1 y 1 2). Cabe scnalar la cxistcncia de proce- 
sos nccrobioticos (directos y reaccionales, con ten- 
dcncia a la formacion de tejido folicular de sustitu- 
cion), que sin duda inciden negativamente cn la 
cantidad dc las cclulas foliculares rccupcradas, no 
obstante, se observa una integracion cclular cfccti- 
va al nuevo folfculo (Fig. 1 1). 

5. VlTELOGI^.NESLS Y PRESENCIA DE MACHOS 

En cl transcurso del perfodo dc reproduccion 
(noviembre 1982) sc rccogieron 9 hembras adultas 
dc P. ringueleti carentes del macho enano que 
habitualmcntc se observa cn el plcon de las hem- 
bras. El examen microanatomico dc los ovarios de 
8 dc estas hembras permitio constatar la auscncia dc 
vitclogcncsis II, o bicn observar unicamente la 
presencia de un numero rcducido de oocitos cn 
vitclogcncsis II con sfntomas dc necrobiosis y con 
tejido folicular dc sustitucion a nivel dc las ovas 
mayorcs (que no sobrepasan los 30 pm) (Fig. 13), 
En solo 1 de las hembras pudo constatarse cierto 
progreso dc la vitclogcncsis II. En csta hembra la 
talla oocitaria maxima no sobrepasa los 70 pm, 
notandosc una gran variabilidad cn la talla de los 
distintos oocitos cn vitclogcncsis, y cn franco con- 
trastc con cl dcsarrollo sincronico que se observa 
habitualmcntc cn ovarios en madurez media. La 
cstructura ovarica dc cstos animalcs cs similar a la 
dc la hembra carente dc macho dc una de las 
camaras branquialcs de P, argent inns cmndo ambas 
cstanocupadasporP. ringueleti [Schuldt, M. yL. A. 
Rodrigucs-Capftiilo (1985)]. 

6. OuSERVACIONES DE ACUARIO: UNOS POCOS DATOS 
RELATIVOS A DINAMICA OVARICA 

El perfodo de obscrvacion (01.09.82 - 28.12- 
82) sc corresponde con los meses en que se regis- 
tra cl mayor numero dc P. ringueleti ovfgcros 
[Shuldt, M. y M. C. Damborenea (1987)]. La tem- 
peratura del agua de los acuarios fluctuo segun la 
temperatura ambiente (laboratorio no calefac- 
cionado) (temperatura media mensual: septiembre 
= 1 4,5 -C, octubre = 1 6,3 °C, noviembre = 1 8,4 -C, 
y diciembre = 22,4 -C). 

Dc los 15 P. ringueleti individualizados gra- 
cias al diseno caractcrfstico que proporcionan los 
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S' n HemS ‘"d" "“‘duales en reabsorcion directa (*) 

» ^Hecha, con ovas residuales e 
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Fig. 13. Estructura ovdrica de una hembra adulta carente de macho. Las ovas mayores (en vitelogenesis II incipiente) 
presentan necrobiosis directa y reaccional (flecha). 



Fig. 14. Ovario atipico (hembra adulta, madurez avanza- 
da) con procesos de oolisis acentuada afectando la por- 
cion distal de la region de vitelogenesis II. Proximo a la 
pared corporal ventral se observa tejido folicular de 
sustitucion (flechas). 


Modulo (escala). Figs. I y 5: 25pm; Figs. 3, 7-9, 1 1-13: 50pm; Figs. 4, 6 y 14: 100pm; y Fig. 10:200pm. 


98 


El ciclo oviirico de Probopyrus ringueleti: Schuldt, M. 


Phyllodistomum sp. en el cefalopereion de los P. 
argentinus solo 3 isopodos proporcionan infoima- 
cion util a los fines propuestos (tiempo de incubacion 
de los embriones, lapso que transcurre entre puestas 
y numero de las mismas): 

P, ringueleti (1), Ovula 07.10.82. Incuba du- 
rante 9 dfas. 4 dias despues de liberar la puesta 
ovula por segunda vez, incubando 20 dias. Trans- 
curridos 4 dias desde la liberacion de las larvas 
ovula por tercera vez. La incubacion se intemimpe 
al morir a los 9 dias de la misma (23.12.82) el 
hospedador. 

P. ringueleti (2). Ovula 2 1 . 10.82. Incuba hasta 

25.12.82 (65 dias). 

P. ringueleti (3). Ovula 24. 1 1 .82. Incuba hasta 

28.1 1.82 (4 dias). 15 dias despues ovula por segunda 
vez, incubando durante 20 dias. 


DISCUSION 


1. Foliculog^nesis y Vitelog^:nesis, sv relaciOn 

CON PROCESOS DE REABSORCIOn REACCIONAL Y SU 
IMPORTANCIA EN EL MARCO DE LA FISIOLOGIa OVARICA 
DE crustAceos SUPERIORES 

El desarrollo de un contingente importante de 
foliculos en vitelogenesis II se asocia a una deten- 
cion en la evolucion del estrato oocitario en 
vitelogenesis I, lo cual en crustaceos superiores se 
relaciona con la ausencia del tejido folicular II (o 
permanente), requiriendose para su utilizacion por 
los oocitos (vitelogeneticos I) el vaciamiento pre- 
vio del contingente en vitelogenesis II [Chamiaux- 
Cotton, H. (1974, 1978); Schuldt, M. (1980a)]. La 
disponibilidad del mismo no es uniforme para toda 
la camada de oocitos en vitelogenesis I, por que la 
continuidad del contingente de celulas foliculares 
que liberan los oocitos al abandonar la region de 
vitelogenesis durante la fresa (delimitando la cavi- 
dad o cistema folicular) sufre disrupciones en aque- 
llos sitios del ovario donde se desarrollan procesos 
de reabsorcion que afectan a oocitos pertenecientes 
a la camada en vitelogenesis II [Schuldt, M. ( 1 987)] . 
Estas celulas foliculares que ingresan al ooplasma 
como fagocitos, integran una entidad denominada 
tejido folicular de sustitucion [Rubiliani-Durozoi, 
M.,etaL(\ 980)], significando necesariamente una 
merma de tejido folicular permanente. A esta sus- 


traccion debe sumarse la mortalidad que experi- 
mentan las mismas durante la retraccion de la 
cavidad de puesta y el ulterior repliegue del contin- 
gente folicular hacia los foliculos primarios. Una 
disminucion en la poblacion folicular, debida a las 
mismas causas, habia sido senalada para P, 
argentinus [Schuldt, M. ( 1 980b, 1981)], sin embar- 
go, la cantidad de estas celulas que finalmente seran 
reutilizadas por P. ringueleti parece ser aun menor 
(Figs. 1 1 y 12). 

Los procesos de reabsorcion oocitaria de los 
crustaceos se relacionan con una dieta deficiente, 
privacion hormonal, falta de acoplamiento [Adi- 
yodi, R.G. y T. Subramoniam (1983)], poluentes 
[Payen, G.G. y J.D. Costlow (1977)] y obliteracion 
oviductal [Schuldt, M. (1987)], pudiendo plantear- 
se la posibilidad de que la oosorcion constituya una 
respuesta general frente a situaciones de estres 
diversas, cumpliendo con la necesidad de ajustar la 
numerosidad oocitaria a las posibilidades efectivas 
de puesta, constituyendo por ende un factor regula- 
dor de la fecundidad. La necrobiosis oocitaria, 
como fenomeno discreto, es un evento habitual en 
las gonadas de crustaceos. 

En algunos ovarios de P. ringueleti (hacia fines 
del estadio IV), en oocitos que por su emplazamien- 
to deben considerarse pertenecientes al estrato 
vitelogenetico primario, se esboza un epitelio 
folicular del tipo del secundario, a pesar de hallarse 
estos oocitos imposibilitados (por la interposicion 
de ovas residuales y/o proceso de oosorcion) para 
recibir al grueso del tejido folicular que se aproxi- 
ma [Schuldt, M. ( 1 987)] (Fig. 11). De esta manera, 
se plantea la posibilidad de la persistencia del 
mecanismo primario de foliculogenesis II (v.g. por 
division de las celulas foliculares preexistentes). 

Esta posibilidad requiere ser examinada en el 
contexto de la foliculogenesis de crustaceos iso- 
podos en particular y la de crustaceos superiores en 
general. Besse, G. (1976), sobre la base del analisis 
de la oogenesis de P. dilatatus, llega a la conclusion 
de que la recomposicion folicular en dicha especie 
se debe a la actividad mitotica de lo que denomina 
el epitelio prefolicular. Las mitosis se extenderian 
hasta el fin de la vitelogenesis I, a partir de la cual 
la expansion (o adaptacion espacial) del estrato 
folicular se debena fundamentalmente a la distension 
de las celulas conjuntivas. Besse, G. (1976) descarta 
la posibilidad de una ulterior reutilizacion de las 
celulas foliculares, como senala Chamiaux-Cotton, 
H. ( 1 978). Besse, G. (1976) se refiere a observacio- 
nes en otras especies de isopodos, siendo todas ellas 
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coincidences en cuanto a la no recuperacion de 
celulas conjuntivas. 

En los ovarios de P. ringueleti se aprecia una 
reutilizacidn de tejido folicular entre puesta y pues- 
ta (Schuldt, M. ( 1 987)) (Fig. 1 1 ), si bien es problable 
que el numero de elementos recuperados no satisfa- 
ce los requerimientos de los oocitos en vitelogenesis 

I que inician la vitelogenesis propiamente dicha 
(Meusy, J.J. y H. Chamiaux-Cotton (1984)). La 
existencia de una entidad asimilable al tejido 
prefolicular de P. dilatatus no se observa en el ovario 
de P. ringueleti, si bien lateralmente al area germinal 
se aprecia la presencia de celulas conjuntivas que 
desde los hordes se integran a los oocitos en 
previtelogenesis y vitelogenesis I. Aunque esta 
discreta poblacion lateral de celulas foliculares sea 
homologable en cierta medida al tejido prefolicular 
senalado por Besse, G. (1976), teniendo en cuenta 
la demanda de celulas foliculares de 8 series ventrales 
(o verticilos) de oocitos en vitelogenesis II, como es 
el caso de P. ringueleti, parece razonable aceptar 
que la demanda celular conjuntiva durante la 
vitelogenesis II, cuando se restaura el ciclo ovarico, 
es satisfecha de un modo significativo mediante 
mitosis en el foliculo II. Han sido observadas figuras 
mitoticas en foliculos pertenecientes a oocitos de 
aproximadamente 100 |im, tanto durante el ciclo 
puberal como en el transcurso de la fase repetitiva 
del ciclo ovarico (Schuldt, M.(inedito)). El hallazgo 
de estas imagenes es muy ocasional, lo cual no 
basta, en principio, para minimizar su aporte, y a que 
se sabe de la existencia de tumores donde la deteccion 
de figuras mitoticas es infrecuente (Dr. F. Cueva 
(com. pers.)). Un asincronismo en las divisiones de 
las celulas conjuntivas que integran los distintos 
foliculos II es probable. Besse, G. (1976) sehala la 
importancia de las divisiones asincronicas en P. 
dilatatus (al menos hasta el comienzo de la 
vitelogenesis II). 

Las celulas conjuntivas o foliculares revelan 
la existencia de un alto grado de especializacion 
funcional (Chamiaux-Cotton, H. (1974. 1978); 
Besse, G. (1976); Payen, G.G. y J.D. Costlow 
(1977); Meusy, J.J. (1980); Rubiliani-Durozoi, M., 
et al, (1980); Zerbib, C. (1980); y Schuldt, M. 
(1981)), no obstante, es evidente que la capacidad 
de division no se pierde, como se observa durante la 
reabsorcion reaccional de oocitos en vitelogenesis 

II (Ginsburger-Vogel, T. y J.J. Meusy (1982)). 

La recuperacion de las celulas foliculares du- 
rante las sucesivas puestas ha sido establecida por 
primera vez por Chamiaux-Cotton, H. (1974) para 


O, gammarellus. El proceso parece valido para la 
mayona de los cmstaceos superiores (Chamiaux- 
Cotton, H. (1978)). Posteriormente ha sido consta- 
tado tambien en P. argentinus (Schuldt, M. ( 1 980)), 
Macrobrachium rosenbergii (De Man) (Fauvel, 
Ch.( 1 98 1 )), y Palaemon serratus (Pennant) (Faure, 
Y., C. Bellon-Humbert y H. Chamiaux-Cotton 
(1981)). Cabe destacar que Fauvel, Ch. (1981) 
sefiala la ausencia de divisiones en el foliculo II de 
los oocitos de ovarios pertenecientes a animales 
adultos. 

En P. argentinus, en cambio, se observan 
mitosis foliculares en oocitos en vitelogenesis II 
pertenecientes a hembras ovigeras, si bien cabe 
consignar que cuesta hallar estas divisiones en 
secciones histologicas. Con una frecuencia algo 
mayor se observan duplicaciones de celulas 
conjuntivas en oocitos de hembras virginales en su 
primera maduracion de puesta. Tanto en uno como 
otro caso las mitosis fueron detectadas en el penodo 
correspondiente a la primera mitad del desarrollo 
de la vitelacion exogena, interpretandose que la 
frecuencia de la mitosis disminuye a medida que el 
oocito madura (Schuldt, M. (inedito)). Consecuen- 
temente, adhiriendo a Besse, G. ( 1 976), es probable 
que durante las ultimas etapas del desarrollo ooci- 
tario predomine la distension mecanica del epitelio 
folicular. 

Tambien en P, ringueleti se observa que las 
mitosis de las celulas foliculares son abundantes 
durante la previtelogenesis y vitelogenesis I, ha- 
ciendose cada vez mas infrecuentes a medida que 
progresa la vitelogenesis II (Schuldt, M. (inedito)). 

Exceptuando el caso de los isopodos citados 
por Besse, G. (1976), es posible integrar las obser- 
vaciones de los diferentes autores en lo que se 
refiere al comportamiento de las celulas conjuntivas 
del foliculo durante la oogenesis de ^cmstaceos 
superiores, postulando una estrategia ovarica de 
tipo “oportunista” (Schuldt, M. ( 1 987)). Segun esta 
hipotesis, el ovario integra la poblacion folicular 
durante la restauracion del ciclo reproductor en 
primer tennino con celulas foliculares vaciadas en 
la puesta precedente, cubriendo luego eventuales 
perdidas debidas a procesos necrobioticos (Schuldt, 
M. (1981)) mediante mitosis. De acuerdo con este 
modelo de integracion folicular la persistencia del 
mecanismo primario de extension folicular (por 
mitosis), en el caso de haber sido activado, 
circunscribe su accion, en mayor o menor medida, 
a las primeras etapas de la vitelogenesis II, ya que, 
aparentemente, durante la vitelogenesis avanzada 
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las celulas foliculares consiguen adaptarse al creci- 
miento oocitario mediante la extension mecanica. 

Dicho modelo funcional permite agrupar ca- 
ses de muy elevada recuperacion folicular (O. 
gammarelluSy M. rosenbergii), de elevada recupe- 
racidn {P. argentinus), y de escaso reaprove- 
chamiento conjuntivo {P, ringueleti) (Schuldt, M. 
( 1 987)). En este contexto resta explicar el dispendio 
folicular de Rhyscotoides legrandi Johnson, 
llus Geoffrey St. Hilaire, y P. dilatatus (Besse, G. 
(1976)). 

2. Periodicidad sexual 

Existe una gran variabilidad en Bopyridae 
respecto del numero de puestas de cada hembra (1 - 
10) y la duracion del penodo de incubacion de los 
embriones (9 dias a 3 meses) (Veasc sintesis en 
Beck, T.J. (1980a)). Para P. floridensis se 
consignan 7 puestas sucesivas, con un tiempo de 
incubacion de 11-14 dias, constatandose un mini- 
mo de 9 dias (Beck, T.J. (1980a)). 

P. ringueleti se reproduce de agosto/setiembre 
a abril/mayo, siendo el penodo de septiembre a 
febrero el de mayor acti vidad sexual (Schuldt, M. y 
M.C. Damborenea (1989)). La estructura de las 
cohortes se diluye tanto por la permanencia de las 
larvas (micro y criptonisquias) sobre un hospedador 
intermediario (copepodo) no hallado aun, como por 
la dependencia que existe entre la talla de P. 
ringueleti y el tamano del P. argentinus que lo 
hospeda, pudiendo caractcrizarse solo 2 distribu- 
ciones modales (seudocohortes) para P. ringueleti 
(Schuldt, M., et al (1988)). La longevidad de las 
hembras de P. ringueleti depende del sexo del P. 
argentinus (\\it parasita (los camarones masculinos 
son menos longevos que las hembras), viviendo P. 
ringueleti altemativamente 13616 meses (Schuldt, 
M. et a/. (1988)). 

Sobre la base de informacion de campo se 
estima que P. ringueleti produce 3 puestas entre 
agosto/setiembre y diciembre/enero, con un tiempo 
de incubacion de aproximadamente 20 dias para 
cada una de ellas, pudiendo producir potencial- 
mente 6 puestas anuales (Schuldt, M. y M. C. 
Damborenea (1989)). No obstante, los datos que 
proporcionan al respecto los camarones con bopi- 
ridos e identificados por la distribucion de 
Phyllodistomum sp., suministran tiempos de 
incubacion extremos (4-65 dias). Asimismo es va- 
riable el tiempo que transcurre entre el abandono 


del marsupio y el comienzo de la incubacion si- 
guiente (4-15 dias). Es probable que estos valores 
dispares reflejen un efecto acuario. Empero, es 
posible extraer algunas conclusiones acerca de as- 
pectos de la dinamica ovarica. 

Considerando el discreto intervalo que trans- 
curre entre una y otra incubacion, es factible que la 
incubacion maxima de 65 dias sea el fruto de 3 
evacuaciones e incubaciones sucesivas. Todos los 
embriones de una misma puesta poseen siempre el 
mismo grado de desarrollo (habitual en Bopyridae) 
(Bourdon, R. (1968); Slromberg, J.O. (197 1); Cash, 
C.E. y R.T. Bauer (1992)). P. ringueleti puede 
producir 2 puestas con un intervalo de 4 dias, 
permitiendo suponer que existen evacuaciones par- 
ciales, lo cual se correlaciona con el aspecto del 
ovario de la figura 14 (pertenece a una hembra 
virginal y la estructura ovarica no es habitual), 
donde la conformacion de la region de viteloge- 
nesis permite postular la posibilidad de que la 
puesta sea integrada solo por algunos verticilos de 
oocitos en vitelogenesis II. El proceso de 
foliculogenesis II de P. argentinus (Schuldt, M. 
(1980a, 1981)), se desarrolla a partir del vaciado 
total de la region de vitelogenesis II, siendo coinci- 
dentes las observaciones de Fauvel, Ch. (1981) 
acerca del mismo proceso en M. rosenbergii, En 
consecuencia, puede suponerse que la ovulacion de 
crustaceos superiores con un numero discreto de 
hileras o verticilos de oocitos ( 1 -4) implica el desa- 
rrollo de un fenomeno que afecta a todo el contin- 
gente de oocitos en madurez total. La evidencia de 
procesos de evacuacion parcial en P. ringueleti 
constituye una particularidad relacionada con el 
habito parasitario, y que condujo a una estrategia 
reproductora orientada hacia el incremento de la 
descendencia. 

El disponer de un stock oocitario maduro de 
reserva es sin duda beneficioso, especialmente si el 
penodo de incubacion se halla condicionado por la 
extension del penodo de intermuda del hospedador 
(Beck, J.T. ( 1 980a); Cash, C.E. y R.T. Bauer ( 1 992)). 
La estructura ovarica de P. ringueleti permite una 
rapida adecuacion funcional (v.g. sincronizacion) a 
la eedisis del hospedador. Esta respuesta es posible 
dado el rol subordinado de la recuperacion folicular 
en P. ringueleti, por que cuando existe una 
reutilizacion generalizada de celulas conjunti vas, la 
restauracion ovarica es mas lenta debido a que la 
recomposicion del stock de ovas maduras se efec- 
tua entonces a partir de los oocitos en viteloge- 
nesis I. 
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CONCLUSIONES 
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1) Los ovarios poseen una zona germinativa 
de tipo laminar que se extiende dorso-frontalmente, 
con un gradiente madurativo ventral que conduce a 
la estratiflcacion germinal, pudiendo distinguirse 
en un ovario maduro, en sentido dorso-ventral a 4 
regiones, cada una de ellas albergando una asocia- 
cidn celular defmida: a) con gonias (principalmente 
primarias); b) con gonias II y oocitos en profase 
temprana; c) con oocitos en previtelogenesis y 
vitelogenesis I; y d) con oocitos en vitelogenesis II. 

2) Sobre la base de estas asociaciones celula- 
res se elaboro una escala de maduracion sexual de 
4 estadios: madurez incipiente (I), madurez media 
(II), madurez avanzada (III), y evacuacion y 
postpuesta (IV). 

3) El desarrollo de la region de vitelogenesis 
secundaria del ovario se relaciona con la presencia 
del macho sobre el abdomen de la hembra. 

4) En P, ringueleti, contrariamente a lo que se 
observa en otros isopodos, existe una recuperacion 
de elementos conjuntivos de los foUculos vaciados 
en la puesta precedente. Esta reutilizacion folicu- 
lar, en relacion a los casos conocidos en distintas 
especies de crustaceos superiores, es de menor 
cuantia. 

5) Para la foliculogenesis II de crustaceos 
superiores adultos se postula la existencia de una 
mecanica ovarica “oportunista” que permite redu- 
cir al minimo el dispendio energetico-celular. La 
misma se caracteriza por una fase sinergica de 
integracion folicular secundaria y una etapa de 
distension mecanica. La primera comprende la re- 
cuperacion de las celulas foliculares liberadas y la 
complementacion mitotica residual, que posible- 
mente se circunscribe al primer periodo de la 
vitelogenesis secundaria. La etapa de distension del 
contingente folicular permite la adaptacion de las 
celulas conjuntivas al crecimiento oocitario duran- 
te la vitelogenesis avanzada. 

6) Experiencias de acuario prueban que P. 
ringueleti posee la capacidad de producir evacua- 
ciones (parciales) que no comprenden a la totalidad 
de los oocitos en vitelogenesis II que alberga el 
ovario, si bien es probable que en la naturaleza cada 
puesta afecte mtegramente al stock de ovas madu- 
ras del mismo. 


Es deseo del autor agradecer las oportunas 
sugerencias de 2 revisores anonimos. 
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